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RESUMEN
Las tetraciclinas han sido señaladas como una causa de hepatoesteatosis. En este estudio se determinó
la concentración de malondialdehído (MDA) y dienos conjugados (DC) como marcadores de estrés oxidativo
(EO), en hígado de ratones inyectados con oxitetraciclina (OT). Se utilizaron 36 ratones hembras, distribuidas
aleatoriamente en tres grupos. Uno de ellos (Dosis Alta) inyectado i.p. con clorhidrato-OT en dosis única
de 100 mg/Kg y otro grupo (Dosis Baja) con 14,28 mg/Kg/8 días. Al grupo control (C) se le inyectó vehículo.
Luego de 48 horas en ayuno, bajo ligera eterización se sacrificaron los animales. El hígado se disecó,
pesó y una muestra se fijó para análisis histopatológico mediante H&E, en otra se cuantificó lípidos totales
en g/100 g tejido húmedo y otra se homogenizó en buffer Tris-sacarosa 250 mM pH 7,2 para determinar
MDA en nmoles/mg proteínas y DC en moles/mg proteínas. Los resultados se analizaron mediante la
prueba "t" (P<0,05). Los valores en el grupo C fueron MDA=8,4±2,3; DC=3,3±1,5x10-6 y lípidos totales=3,3±1,8.
En el grupo Dosis Alta se obtuvo MDA=12,5±3,72; DC=12,7±4,1x10-6 y 8,9±2,8 de lípidos totales, todos
significativamente mayores que en C. Para el grupo Dosis Baja se observó MDA=8,8 ±1,7; DC=9,5±
1,1x10-6 y lípidos totales=4,4±1,01 de estos valores sólo los DC fueron mayores que en C. Los resultados
obtenidos indicaron que en ratones hembras, una dosis alta de OT induce hígado graso corroborado por
alta concentración de lípidos totales y por histopatología, asociado a un estado de EO hepático. La dosis
habitual de aplicación veterinaria (14,28 mg OT/Kg/8 días) no mostró tales efectos.
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                                                                                   ABSTRACT
CThe tetraciclinas have been indicated like a hepatoesteatosis cause. In this study was determined the
malondialdehído (MDA) and conjugate dienes (DC) concentration like markers of oxidating stress (EO), in
liver of mice injected with oxitetraciclina (OT). 36 female mice were used, randomly distributed in three
groups. One of them (High Dose) injected i.p with hydrochlorate-OT in unique dose of 100 mg/Kg and
another group (Low Dose) with 14.28 mg/Kg/8 days. The group control (C) was injected with vehicle . After
48 hours in fasting, under light etherization the animals were sacrificed. The liver was dissected, weighed
and a sample was fixed for hystopathológic analysis by means of H&E, in another one it quantified total
lipids in g/100 g of humid tissue and another one homogenate was obtained in buffer Tris-saccharose 250
mm pH 7.2 to determine MDA in nmoles/mg proteins and DC in moles/mg proteins. The results were
analyzed by means of "t" test (P<0,05). The values in group C were MDA=8,4±2,3; DC=3,3±1,5x10-6 and total
lipids =3,3±1,8. In the group High Dose MDA=12,5±3,72 was obtained; DC=12,7±4,1x10-6 and 8,9±2,8 of
total lipids, all significantly majors that in C. For the group Low Dose MDA=8,8 was observed ±1,7;
DC=9,5±1,1x10-6 and total lipids =4,4±1,01 of these values only the DC were majors that in C. The obtained
results indicated that in mice females, a high dose of OT induces fatty liver corroborated by high total lipids
concentration and by histopathology, associated to a hepatic state of EO. The dose used in veterinary
application (14.28 mgs OT/Kg/8 days) did not show such effects.
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  INTRODUCCIÓN
El hígado graso es definido como una acumulación
de triglicéridos en el hígado, la cual puede ser debida
a un aumento del aporte de ácidos grasos al hígado ya
sea por un aumento en la síntesis endógena o por
disminución de la oxidación de éstos, como también
por a una disminución de la liberación de los
triglicéridos a la circulación sanguínea causada por
fallas en la formación de las lipoproteínas, que es la
forma en que estos lípidos son transportados en el
torrente sanguíneo  [1], [2].
Entre los agentes químicos y farmacológicos que
pueden causar hígado graso como uno de sus efectos
tóxicos, se encuentran las tetraciclinas, antibióticos
de amplio espectro, que intervienen en la inhibición
de la síntesis de proteínas, se unen reversiblemente
a la unidad 30S ribosomal y bloquean la unión del
aminoacil-ARNt al sitio aceptor en el complejo riboso-
mal y así impiden la adición de los aminoácidos al
polipéptido que está en proceso de síntesis  [3].
La oxitetraciclina, que pertenece a este grupo de
antibióticos, es frecuentemente utilizada en animales
para el tratamiento de retención de placenta, de
acuerdo a diferentes autores [4], [5], [6] como
también en la metritis según Wonchee et al. [7] y en
la mastitis de acuerdo a Vaz  [8] y Andresen  [9]. Debido
a su amplio espectro de acción y a su bajo costo, es la
conducta terapéutica de elección en la mayoría de las
explotaciones bovinas del país.
Se ha indicado que la oxitetraciclina, utilizada en
dosis alta, es capaz de producir hepatoesteatosis
aguda debido a que impide la síntesis de proteínas y
en consecuencia disminuye la formación de las
lipoproteínas hepáticas [3],  [10],  [11].
Actualmente es aceptado que los radicales libres
juegan un papel importante en la patogénesis de
diversas enfermedades con daño a los tejidos como:
infarto al miocardio  [12], intoxicación hepática aguda
por acetaminofeno [13] y enfermedad hepática
producida por halotano  [14]. En este mismo sentido,
Terao y Niki  [15] han reportado que la administración
de 2,2'-azobis-(2-amidinopropano) dihydrocloruro
(AAPH), el cual se descompone espontáneamente para
generar radicales libres, induce tumefacción
mitocondrial y degeneración grasa microvesicular de
los hepatocitos sin necrosis de éstos, los cuales
constituyen cambios similares a los observados en el
hígado graso del embarazo. Se ha señalado que en las
mujeres embarazadas se puede presentar un episodio
de insuficiencia hepática, denominada hígado graso
agudo del embarazo que suele presentarse en las
últimas semanas de la gestación cuyo curso clínico
son: vómitos, acidosis láctica, hipoglicemia y grasa
micro vesicular en el citoplasma de los hepatocitos
[16]. De igual manera, Márquez  [17] ha reportado
que la etionina, un etil análogo de la metionina, in-
duce hepatoesteatosis con simultáneo aumento de los
parámetros de estrés oxidativo hepático.
El estado de estrés oxidativo es un desbalance
entre la cantidad de radicales libres (RL) y la cuantía
de la respuesta antioxidante celular. Como
consecuencia se induce la lipoperoxidación (LPO) daño
irreversible celular por alteración de la integridad de
las membranas Halliwel y Gutteride  [18].
Se planificó este estudio con el objetivo de
determinar la hepatotoxicidad de una dosis alta i.p.
de oxitetraciclina (100 mg/Kg) en ratones hembras
NMRI adultas y su asociación con esteatosis y estrés
oxidativo hepático.
              MATERIALES Y MÉTODOS
a.-Población y Muestra:
Se utilizaron ratones hembras NMRI adultas de
30,0±3,8 g. de peso, provenientes del Bioterio Cen-
tral de la UCLA, de éstas se seleccionaron al azar 36
ratones que fueron colocados en jaulas individuales
bajo ciclos de luz de 12 horas y en las condiciones
estandarizadas del Bioterio de la UNIHM. Fueron
divididas aleatoriamente de 12 animales en tres
grupos: uno control al que se le inyectó i.p. solución
fisiológica 0,85 % y dos experimentales, a uno de los
cuales se le administró i.p. clorhidrato de
oxytetraciclina disuelto en solución fisiológica, en
dosis única de 100 mg/kg de peso. Al otro grupo ex-
perimental se le administró i.p. 14,28 OT mg/Kg de
peso durante ocho días. Finalizada la experiencia,
todos los animales se dejaron en ayuno de 48 horas,
se pesaron y bajo ligera eterización se sacrificaron.
El hígado fue disecado, pesado y anotado su aspecto
macroscópico.
b.-Cuantificación de la Hepatoesteatosis:
Una muestra de hígado se fijó en formol 10%, para
su análisis histopatológico en el Laboratorio de
Anatomía Patológica del Hospital Veterinario "Dr.
Humberto Ramírez Daza" del Decanato de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Centroccidental Lisandro
Alvarado, mediante tinción con Hematoxilina-eosina.
Otra muestra de hígado se utilizó para la
determinación de los lípidos totales por gravimetría
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después de su extracción por el método de Folch.
b.-Cuantificación de lipoperoxidación hepática:
Con este objetivo se colocó una muestra de hígado
en buffer Tris-sacarosa 250 mM pH 7,2 a 4ºC, en
proporción de 3 ml de buffer/g de hígado, se
homogenizó en un Potter y en el sobrenadante se
determinó:
a) Concentración de MDA a través del método de
TBARS de acuerdo a Ohkawa et al.  [19]. Se agregó
butil hidroxi tolueno (BHT) como antioxidante para
evitar la oxidación durante el procesamiento y un
patrón de tetra metoxi propano (TMP) 595 µM. Los
resultados se expresaron en nmoles de MDA/mg de
proteína.
b) Concentración de Dienos conjugados mediante
el método de Wallin et al. [20]. Los resultados
quedaron expresados en moles DC/mg de proteína.
c) Concentración de proteínas por el método de
Bradford a través de kit Bio-Rad con albúmina sérica
bovina 1,41 mg/ml como patrón  [21].
Los resultados obtenidos en las diferentes
determinaciones fueron analizados estadísticamente
mediante la pruba "t" de Student (P<0,05).
                           RESULTADOS
a.-Cuantia del deposito graso hepático:
En los ratones inyectados con una dosis alta de
oxitetraciclina, el hígado macroscopicamente mostró
color amarillo (Figura 1B) a diferencia de los animales
controles, cuyos hígados presentaron color rojo (Figura
1A). El estudio histopatológico de los hígados de los
ratones inyectados con Dosis Alta de OT mostraron
células hepáticas con tumefacción turbia, hepatitis
tóxica y degeneración grasa (Figura 1D) a diferencia
de los animales Controles cuya morfología se presentó
conservada (Figura 1C).
Lípidos totales. En el grupo control, la cantidad de
lípidos totales hepáticos fue de 3,31±1,77 g/100 g de
tejido húmedo, que al compararlos con el grupo
inyectado con Dosis Alta de oxitetraciclina resultó ser
significativamente menor (8,96±2,79 g/100 gramos
de tejido húmedo, p<0,05). En el grupo inyectado con
Dosis Baja de OT la cantidad de lípidos totales fue de
4,35±1,09 g/100 gramos de tejido, sin diferencias
significativas con respecto al grupo Control. De acuerdo
a estos resultados podemos afirmar la presencia del
hígado graso en los animales inyectados con una dosis
alta de oxitetraciclina. Estos resultados están
representados en la Figura 2A.
b.-Cuantia del estres oxidativo hepático:
Concentración de MDA. Los resultados obtenidos
para el grupo control fueron de 8,4±2,31 nmoles de
MDA/mg de proteínas; para el grupo inyectado con
una Dosis Alta de oxitetraciclina se obtuvo 12,49±3,72
nmoles de MDA/mg de proteínas, valor
significativamente (P<0,05) mas elevados que los
obtenidos en el grupo Control.
La concentración de MDA en el grupo inyectado con
dosis baja de OT, expresada en nmoles/mg de
proteínas fue de 8,76±1,74 sin diferencias
significativas con respecto al grupo Control. Esto se
puede apreciar en las Figura 2B.
Dienos conjugados. Los resultados obtenidos
fueron, para el grupo Control (3,34±1,5)x10-6 moles
por mg de proteínas; para el grupo inyectado con una
Dosis Alta de oxitetraciclina (12,7±4,1)x10-6 moles
por mg de proteínas, valor significativamente (P<0,01)
mayor que el Control. Para el grupo inyectado con Dosis
Baja de OT se obtuvo (9,5±1,12)x10-6 moles por mg
de proteínas, significativamente (p<0,001) mas
elevado que el grupo Control. La Figura 3B muestra
estos resultados.
                       DISCUSIÓN
El hígado graso es definido como la acumulación
de lípidos en el hígado, la cual puede ser debida a un
aumento de la síntesis de triglicéridos o a una
disminución de la liberación de éstos al torrente
sanguíneo en forma de lipoproteínas. Agentes químicos
y farmacológicos pueden inducir el hígado graso como
uno de sus efectos tóxicos.
La oxitetraciclina, un antibiótico del género de las
tetraciclinas, es utilizado en animales para el
tratamiento de una variedad de enfermedades de
origen bacteriano debido a su amplio espectro de
acción. La oxitetraciclina en dosis alta es capaz de
producir hígado graso porque inhibe la síntesis de
proteínas, entre las cuales se encuentran las apo-
proteínas necesarias para la formación de las
lipoproteínas que transportan a los lípidos desde el
hígado a otros tejidos, provocando de esta manera la
acumulación de lípidos en el hígado. Las tetraciclinas,
entre otras drogas, también son capaces de inhibir la
oxidación de los ácidos grasos en la mitocondria como
un efecto hepatotóxico [22], que provoca un incre-
mento en la acumulación de los triglicéridos en el
hígado [23], un severo y prolongado deterioro de la
oxidación mitocondrial lleva a una esteatosis
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microvesicular que en estados graves induce falla
hepática, coma y muerte [24].
En el presente estudio se observó que el hígado de
los ratones inyectados con una Dosis Alta de
oxitetraciclina mostró macroscópicamente color
amarillo, lo cual indicó la presencia de hígado graso,
corroborado con el estudio histológico que reportó la
presencia de tumefacción turbia, al observarse
citoplasmas granulosos y núcleos picnóticos que
denotan cambios degenerativos en la célula (Figura
2B). También se pudo observar degeneración grasa
dispersa, debido a la presencia de células con vacuolas
de grasa en el citoplasma y el núcleo desplazado.
Además, la presencia de células mononucleares
alrededor de la tríada portal, indicativo de hepatitis
tóxica.
Estos resultados y los obtenidos al realizar la
cuantificación de los lípidos totales hepáticos,
confirmaron que la administración de una Dosis Alta
de oxitetraciclina generó hepatoesteatosis.
Tales hallazgos concuerdan con los reportados por
Márquez  [17], quien al inducir hígado graso en ratones
hembras adultas, inyectadas i.p. con etionina,
después de ayuno de 48 horas, observó que
macrcoscópicamente los hígados tenían color amarillo
y un aumento significativo de los valores de los lípidos
totales, con respecto al grupo Control inyectado i.p.
con sol. fisiológica.
Con la Dosis Baja de OT los hígados mostraron
macroscópicamente una coloración rojiza. Así mismo,
los valores de los lípidos totales hepáticos fueron
similares a los del grupo Control, no presentándose
hígado graso con esta dosis.
La hipótesis planteada en este estudio fue que los
radicales libres y la lipoperoxidación resultante,
estarían involucrados en la producción del hígado graso
inducido por una Dosis Alta de oxitetraciclina.
Efectivamente la concentración de nmoles MDA/mg
de proteínas en el hígado de estos ratones fue
significativamente mayor, lo cual indicó un aumento
de la LPO producto del estrés oxidativo hepático. Estos
resultados coinciden con los reportados por Lettéron
et al.  [25], al experimentar con ratones machos
inyectados con tetraciclina y clortetraciclina en dosis
de 115 mg/Kg de peso, durante siete días, encontraron
un aumento significativo de nmoles de MDA/g de
hígado con respecto a los controles.
En el grupo de animales tratados con una Dosis
Alta de oxitetraciclina, la concentración de moles DC/
mg de proteínas, fue estadísticamente más elevada
que en el hígado de los ratones del grupo Control. Estos
resultados indicaron un incremento de la LPO hepática
producto del estrés oxidativo inducido por una Dosis
Alta de OT. Saibara et al. [14] sugieren que los
radicales libres pueden desencadenar el proceso de
peroxidación lipídica y provocar falla hepática aguda
con tumefacción de las mitocondrias y degeneración
grasa microvesicular. Petrenko [26] han reportado que
las tetraciclinas pueden ser capaces de formar sistemas
generadores de radicales libres al catalizar la oxidación
del óxido ferroso por el oxígeno, después de su unión
con estos compuestos. Márquez, ha demostrado que
la hepatoesteatosis inducida por etionina en ratones
hembras, está relacionada con la producción de
radicales libres y la subsecuente peroxidación lipídica
[17]. Resultados reportados anteriormente indicaron
que en el hígado graso causado por etionina está
aumentada la generación de especies reactivas del
oxígeno, inductores del proceso de LPO, evidenciada
ésta por un aumento significativo de los valores de
Dienos Conjugados y MDA [27].
Los hallazgos del presente estudio concuerdan con
Jaeschke et al. [28] quienes indican que la
hepatotoxicidad de muchas drogas es el resultado del
daño del metabolismo energético y del estrés oxidativo
intracelular por la formación excesiva de ROS,
agravada ésta por acción del citocromo P450 que
promueve el EO con el subsecuente daño celular.
Con respecto al grupo de ratones administrados
con Dosis Baja de OT se observó que la concentración
de Dienos Conjugados fue significativamente más alto
al comparar con el grupo Control, pero la concentración
de MDA no presentó diferencias significativas con el
nivel control. Esto puede ser debido a que la cantidad
de radicales libres generados fue suficiente para iniciar
el proceso de lipoperoxidación, pero no lo bastante
altos para completar la cadena de reacciones que llevan
a los productos finales del proceso lipoperoxidativo,
entre los cuales se encuentra el MDA [18]. Estos
resultados son consecuentes con el hecho que este
grupo de animles no desarrolló hígado graso.
La pertinencia en Medicina Veterinaria de los
presentes resultados queda en evidencia al señalar
que en la ganadería bovina, principalmente en las
explotaciones lecheras, la oxitetraciclina es utilizada
para el tratamiento de una amplia variedad de
afecciones, como es en el caso de la retención de pla-
centa  6] y de la mastitis  8]. Cabe indicar que este
antibiótico es también utilizado para tratar la
erlichiosis canina y en este sentido, estudios de
Amacher y Martin  29] demuestran en hepatocitos
caninos, que la acumulación de triglicéridos es
concomitante a la inhibición del metabolismo lipídico
mitocondrial, el cual podría ser un mecanismo primario
de la esteatosis hepática, que sigue a la exposición a
tetraciclinas.
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Aunque muchas drogas esteatogénicas inhiben la
-oxidación mitocondrial de los ácidos grasos, hay poca
información de su efecto sobre la secreción hapática
de lipoproteínas: en el lumen del retículo
endoplásmico, la proteína microsomal que transfiere
triglicéridos (MTP) enrriquece a la ApoB para formar
VLDL, la cual es secretada por la membrana plasmática,
a este respecto, Lettéron et al.  [30] han demostrado
en ratones que después 4 horas de la administración
de una dosis de tetraciclina (0,25 mmoles/Kg peso),
se observa una disminución in vivo de la actividad de
MTP y de la secreción hepática de lipoproteínas. La
MTP junto a la proteína de unión de ácidos grasos (L-
FABP) mantienen la homeotasis lipídica hepática y
contribuyen a la no generación de hígado graso  [31].
Se ha experimentado con compuestos que
disminuyen la hepatotoxicidad de la tetraciclina. Yu
et al. [32] demuestran que el bicyclol proteje contra
el hígado graso inducido por la tetraciclina (inyectada
i.p. 200 mg/Kg peso corporal a ratones) ya que
dismunuye el depósito graso y la concentración de
sustancias reactivas con el ácido 2-tiobarbitúrico
(TBARS) en el hígado.
                         CONCLUSIÓN
Los resultados muestran que un antibiótico de
frecuente prescripción tanto humana como animal, en
Dosis Alta, induce depósito anormal de grasa en el
hepatocito que se manifiesta por tumefacción turbia,
hepatitis tóxica, degeneración grasa y una
concentración elevada de lípidos totales en el hígado.
Las tetraciclinas constituyen la conducta terapéutica
de elección para el tratamiento de los cuadros
infecciosos en los planteles de producción animal. Esta
investigación aporta las evidencias experimentales del
estado de estrés oxidativo hepático generado por este
fármaco, lo cual abre la posibilidad de prevenir la
hepatoesteatosis con el uso adecuado de antioxidantes
como vitamina C, E, Selenio.
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Figura 1.- Observación macroscópica de hígados: 1A-Control  1B-Dosis Alta de OT. Fotomicrografía de hígados:
 1C-Control (40x H&E)     1D-Dosis Alta de OT (50x H&E).

